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EFEITO DA VENTILACAO COM DIFERENTES FRACOES INSPIRADAS DE
OXIGENIO E DOALOPURINOL NA ISQUEMIA-REPERFUSAO PULMONAR
EM RATOS

EFFECTS OF VENTILATION WITH DIFFERENT INSPIRED OXYGEN CONCENTRATIONS
AND OF ALLOPURINOL ON LUNG ISCHAEMIA-REPERFUSION INJURY IN RATS

Fabio May da Silva'; Rafael José Silveira?; Ana Luiza de Lima Curi Hallal®; Danilo Wilhelm Filho*;
Jodo José de Deus Cardoso, ACBC-SCS; Luiz Eduardo Villaga Ledo, TCBC-SP®

RESUMO: Objetivos: Avaliar o efeito da ventilagdo associada a frages inspiradas de oxigénio a 0,21 e 1,00 e do alopurinol (antioxidante) na
isquemia-reperfusdo pulmonar. Método: Foram utilizados 60 ratos Wistar, distribuidos aleatoriamente em seis grupos. O grupo 1 foi o controle;
no grupo 2 os animais foram ventilados durante a isquemia-reperfuséo pulmonar com FiO, de 0,21; e no grupo 3, com FiO, de 1,00. Os trés grupos
restantes 1A, 2A e 3A foram medicados com 100 mg/kg de alopurinol no pré-operatério e submetidos a procedimentos semelhantes aos grupos
1, 2 e 3, respectivamente. O modelo utilizado foi de isquemia-reperfusdo normotérmica, in situ. O tempo de isquemia foi de 30 minutos, e o de
reperfusdo, de 10 minutos. Como parametros de avaliagdo foram utilizados a pressédo arterial média sistémica (PAM), a relagdo da pressdo parcial
de oxigénioffracéo inspirada de oxigénio (PaO,/FiO,), a dosagem das substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) no tecido pulmonar e
a relagdo entre peso pulmonar Umido e peso pulmonar seco. Resultados: Em relacdo a PAM, ocorreu diminuigdo significante (p<0,05) entre os
grupos 3 x 1, 2 x 2A e 3 x 3A. Na PaO,/FiO, ocorreu diminuigdo significante (p<0,05) entre os grupos 3 x 2 e 3 x 3A. Nas TBARS ocorreu
diminuigéo significante (p<0,05) entre os grupos 3 x 3A. Na relacdo peso pulmonar Umido/seco ocorreu aumento significante (p<0,05) entre os
grupos 3 x 2, 2 x 2A e 3 x 3A. Conclusdes: A ventilacdo com oxigénio a 21%, quando comparada a ventilagdo com oxigénio a 100%, apresentou
diminuigéio menos acentuada da PAM, melhor relagéo entre PaO,/FiO,, e menor edema pulmonar. O uso de alopurinol no pré-operatdrio mostrou
uma diminuicdo menos acentuada da PAM, melhor relagdo entre PaO,/FiO,, menor produgdo de TBARS e menor edema pulmonar, guando

comparado aos resultados dos grupos que ndo o utilizaram (Rev. Col. Bras. Cir. 2004; 31(5): 291-298) - ISSN 0100-6991.

Descritores: Reperfusdo; Radicais livres de oxigénio; Pulmdo; Alopurinol.

INTRODUCAO

O transplante de pulm&o tornou-se uma opc¢ao te-
rapéutica em pacientes portadores de estagios finais de
doencas pulmonares em varios centros especializados®3.
Embora tenha alcangado bons resultados, continua haven-
do fatores limitantes para a sua realizacéo, entre eles a difi-
culdade de obtengdo do enxerto e a rejeicdo, a infeccdo e a
preservacdo do 6rgdo. Observa-se que 10% a 20% dos
pacientes desenvolvem faléncia priméaria do enxerto, que é
o principal responsavel pela alta mortalidade no pds-ope-
ratorio imediato*. A faléncia primaria do enxerto é caracteri-
zada por uma grave alteracdo funcional e manifesta-se com
edema e diminuicdo da complacéncia pulmonar. Essa situa-
cdo é provavelmente conseqiiéncia da lesdo de isquemia-
reperfusdo, que é fortemente influenciada pela preserva-
cdo do orgao*®.

Durante o periodo de preservagdo pulmonar, a
isquemia do pulméo leva a uma queda da producdo

energética da célula e se estabelece o metabolismo anaerdbio.
A reperfusdo, necessaria para a recuperacdo do metabolis-
mo celular normal, paradoxalmente, pode aumentar a leséo
celular pela reintrodugdo do oxigénio molecular e a conse-
gliente liberagdo excessiva de espécies reativas de oxigé-
nio, que estéo diretamente relacionadas a lesdo de isquemia-
reperfusdo’. No sentido de diminuir a lesdo de isquemia-
reperfusdo, estudos estdo sendo direcionados para deter-
minacdo da temperatura ideal de preservacdo (hipotermia),
soluc@es de preservacao, padrao ventilatorio e utilizagdo de
substancias que blogueiem a acdo das espécies reativas de
oxigénio.

Quanto ao padrdo ventilatdrio, estudos clinicos e
experimentais tém demonstrado a sua importancia durante a
preservacdo pulmonar, em que a insuflagdo pulmonar mos-
trou-se superior a atelectasia®'°. Outros estudos conside-
ram um efeito protetor a manutencdo da ventilagdo durante
o0 periodo de isquemia*®, A fracdo inspirada de oxigénio
ideal ainda ndo foi determinada e apresenta dados

1. Mestre em Cirurgia Toréacica pela Universidade Federal de Sdo Paulo — Escola Paulista de Medicina; Cirurgido Toréacico da Secretaria Estadual

de Salde de Santa Catarina.

abhwN

Catarina.

Mestre em Ciéncias Médicas pela Universidade Federal de Santa Catarina; Cirurgido Toracico da Secretaria Estadual de Sa(de de Santa Catarina.
Mestre em Epidemiologia pela Faculdade de Salde Publica e Epidemiologista da Secretaria Estadual de Saide do Estado de Santa Catarina.
Professor Titular do Departamento de Ecologia e Zoologia da Universidade Federal de Santa Catarina

Professor Adjunto, Doutor, Chefe do Servico de Cirurgia Toracica e do Departamento de Clinica Cirrgica da Universidade Federal de Santa

6. Professor Titular da Disciplina de Cirurgia Toréacica do Departamento de Cirurgia da Universidade Federal de S&o Paulo — Escola Paulista de

Medicina.

Recebido em 16/10/2003
Aceito para publicagdo em 28/04/2004

Trabalho realizado na Universidade Federal de S&o Paulo — Escola Paulista de Medicina (UNIFESP-EPM) e Universidade Federal de Santa Catarina

(UFSC).



Silva et al.

Efeito da Ventilagdo com Diferentes FracGes Inspiradas de Oxigénio

Rev. Col. Bras. Cir.

conflitantes na literatura. Weder et al.** utilizaram insuflacéo
com nitrogénio e verificaram grande dificuldade de trocas
gasosas apos a preservacgao. Akashi et al.*® obtiveram efeito
protetor contra o dano celular com a insuflacdo com oxigé-
nio a 21%. Enquanto isso, Date et al.2® sugeriram uma melhor
preservacdo com a utilizagdo de insuflacdo pulmonar estati-
ca com oxigénio a 100%. Em nosso meio, Silveira!” referiu
menor lesdo da isquemia-reperfusdo em ratos ventilados com
oxigénio a 21%.

Do mesmo modo, as substancias antioxidantes tém
sido objeto de estudo, levando-se em consideracdo a atuacao
prejudicial do excesso de espécies reativas de oxigénio forma-
das e liberadas durante o periodo de preservacdo e logo ap6s
a reperfusdo do 6rgdo transplantado®.

Nesse sentido, o alopurinol, que age como inibidor
da producdo e varredor de espécies reativas de oxigénio,
mostrou-se eficaz na prevencdo da lesdo de isquemia-
reperfusdo no cérebro®®, coracdo?®, intestino?, figado?, rim?
e pulmao?.

Considerando-se os aspectos polémicos da ventila-
¢do associada a diferentes fracdes inspiradas de oxigénio e do
alopurinol na isquemia-reperfusdo pulmonar, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito da ventilacdo com fracdes
inspiradas de oxigénio a 0,21 e 1,00 e do alopurinol na isquemia-
reperfusdo pulmonar.

METODO

Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus albinus)
da linhagem Wistar, machos, adultos, com peso individual
entre 300g e 350 gramas (g), procedentes do Biotério Central
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

O experimento foi realizado no Laboratério de Técni-
ca Operatoria e Cirurgia Experimental do Departamento de Cli-
nica Cirdrgica da UFSC, depois de o projeto ter sido aprovado
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais em Pesquisa.

Os animais passaram por um periodo minimo de adap-
tacdo de oito dias, recebendo agua e racdo ad libitum até o
inicio do experimento, e foram distribuidos aleatoriamente em
seis grupos, descritos a seguir.

GRUPO 1: (n=10) Animais submetidos a ventilagéo
com oxigénioa 21% (FiO,=0,21) e toracotomia.

GRUPO 2: (n=10) Animais submetidos a ventilagéo
com oxigénio a 21% (FiO,= 0,21), toracotomia e pingamento
parcial do hilo pulmonar esquerdo (artéria-veia) com
micropingas vasculares. Os pulmd@es foram ventilados com
oxigénio a 21% (FiO, = 0,21) durante o periodo de isquemia-
reperfuso.

GRUPO 3: (n=10) Animais submetidos a ventilacao
com oxigénio a 21% (FiO, = 0,21), toracotomia e pingcamento
parcial do hilo pulmonar esquerdo (artéria-veia) com micropingas
vasculares. Os pulmdes foram ventilados com oxigénio a 100%
(Fi0,=1,00) durante o periodo de isquemia-reperfuséo.

GRUPO 1A: (n = 10) Animais medicados com
alopurinol no pré-operatorio e submetidos a ventilagdo com
oxigénio a 21% (FiO,=0,21) e toracotomia.

GRUPO 2A: (n = 10) Animais medicados com
alopurinol no pré-operatorio e submetidos a ventilagdo com
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oxigénio a 21% (FiO, = 0,21), toracotomia e pingamento parcial
do hilo pulmonar esquerdo (artéria-veia) com micropincas
vasculares. Os pulmdes foram ventilados com oxigénio a 21%
(Fi0,=0,21) durante o periodo de isquemia-reperfusao.

GRUPO 3A: (n = 10) Animais medicados com
alopurinol no pré-operatorio e submetidos a ventilagdo com
oxigénio a21% (FiO,=0,21), toracotomia e pingcamento par-
cial do hilo pulmonar esquerdo (artéria-veia) com
micropincas vasculares. Os pulmdes foram ventilados com
oxigénio a 100% (FiO, = 1,00) durante o periodo de isquemia-
reperfusao.

Os animais receberam como medicacéo pré-anestésica
a atropina na dose de 0,25 miligramas por quilo (mg/kg), por
via subcuténea, e foram anestesiados com uma mistura de
pentobarbital sodico a 3% e cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-
dihidro-4H-1,3-tiazina, na proporcéao de 10:1. Foram adminis-
trados 0,10 mililitros (ml)/100g de peso da mistura, por via
intramuscular, na face interna da pata traseira. O animal foi
considerado anestesiado quando da perda do reflexo cérneo-
palpebral e auséncia da reagdo motora pela preensdo do coxim
adiposo da pata dianteira.

Realizou-se traqueostomia cervical, intubacéo
traqueal com cateter de polietileno n.° 6, e iniciou-se a ven-
tilagdo mecénica com o aparelho Harvard — 683, numa fre-
guéncia de 80 movimentos respiratdrios por minuto e volu-
me de ar corrente, calculado por meio da curva Kleinmann &
Radford.

Efetuou-se laparotomia mediana para a cateterizacdo
da aorta abdominal com cateter de silicone n.° 0, que foi uti-
lizado para a heparinizacdo do animal, medida da pressdo
arterial média sistémica (PAM) e colheita de sangue para
analise da pressdo parcial de oxigénio arterial (PO,). A
heparinizacgdo sistémica do animal se fez por meio da admi-
nistracdo de 0,50 ml de uma solucdo de cloreto de sodio a
0,9% contendo 0,02 ml de heparina na concentracdo de 5.000
unidades (U)/ml.

Efetuou-se toracotomia anterior bilateral com sec¢édo
transversal do esterno no seu 1/3 médio. Com auxilio do mi-
croscopio de luz D. F. Vasconcelos MC-5 em aumento de oito
vezes, utilizando-se técnica microcirdrgica, dissecou-se o hilo
pulmonar esquerdo e individualizaram-se a artéria e a veia
pulmonares esquerdas, que foram mantidas pingadas nos gru-
pos 2, 3, 2A e 3A durante o periodo de isquemia.

Administrou-se o alopurinol na dose de 100 mg/kg,
por gavagem, 24 horas antes do experimento nos animais dos
grupos 1A, 2A e 3A.

O pulméo esquerdo foi submetido a um periodo de 30
minutos de isquemia e 10 minutos de reperfusdo in situ. A
temperatura da sala operatdria variou entre 19 e 24 graus
Celsius. Durante o periodo de isquemia-reperfusdo, os pul-
mdes foram ventilados com diferentes fraces inspiradas de
oxigeénio (FiO,), conforme o grupo estudado. No tempo deno-
minado de “finalizacdo do ato operatorio”, efetuou-se a irriga-
¢do pulmonar com solucgdo de cloreto de so6dio a 0,9%. Para
isso, procedeu-se a ligadura das veias cavas superiores € in-
ferior, seccdo parcial do arco adrtico, cateterismo do atrio di-
reito e injecdo lenta de 10,00 ml de solucéo de cloreto de sédio
a0,9% a temperatura ambiente. Em seguida, foram realizadas
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as pneumonectomias esquerda e direita, o que resultou na
morte do animal.

A representacdo esquematica dos procedimentos
efetuados em cada grupo é mostrada na Figura 1.
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l

Sem alopurinol

Isquemia Reperfusdo
GRUPO 1
GRUPO 2
GRUPO 3 022 100% 0O, a 100%

Com alopurinol

GRUPO 1A
GRUPO 2A
a 100%
GRUPO IlIA 2
l:] Pré-anestesia, anestesia, traqueostomia, laparotomia, _cateten'smo
abrtico, instalagdo da pressdo arterial média sistémica (PAM),
toracotomia e dissecgao do hilo pulmonar esquerdo
:‘ Sem isquemia-reperfuséo
_ Isquemia-reperfuséo: ventilagio com oxigénio a 21%
[_—_-_:l Isquemia-reperfuséo: ventilagdo com oxigénio a 100%
_ Ligadura das veias cavas superiores e inferior, secgdo parcial do

arco adrtico, cateterizagdo do atrio direito, irrigagéo pulmonar e
pneumonectomias esquerda e direita

Figura 1 - Esquema dos procedimentos transoperatérios nos diferentes
grupos.

Os métodos de avaliacdo utilizados foram:

1. Medida da pressdo arterial média sistémica
(PAM) realizada nos tempos zero (T,) — imediatamente antes
do pingamento parcial do hilo pulmonar esquerdo; trinta (T,
—30 minutos apds o inicio da isquemia e imediatamente antes
do despingamento do hilo pulmonar esquerdo; e quarenta (T,
— 10 minutos apds o inicio da reperfusdo, por meio de um
mandmetro anerdide, sendo os seus valores expressos em
mmHg;

2. Medidadarelagdo da pressdo parcial de oxigé-
nio arterial/fragdo inspirada de oxigénio (PO,/FiO,) realizada
nostempos T, T, e T, . Amedidada PO, arterial foi realizada
por meio de gasometria arterial no Laboratério Central do Hos-
pital Universitario da UFSC e teve seus valores expressos em
mmHg;

3. Dosagem no tecido pulmonar das substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS): realizada em amos-
tras de pulmé&o submetido a isquemia-reperfusao, por meio de
espectrofotometria no laboratério de Ecofisiologia Respiratd-
ria da UFSC. A porcédo do parénquima pulmonar retirada foi
pesada para a preparagdo dos homogenizados, obtidos em
tampao fosfato de sédio 20 mM, pH 7,4, contendo 0,1% de
Triton X-100 e 150 mM de cloreto de sddio (1:20 p/v). A
homogeneizacéo foi realizada a 4°C, com cerca de 20 impactos
em homogeneizador Potter-Elvehjem, seguidos de
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centrifugacdo a 10.000 g (gravidade) durante 10 minutos. Os
sobrenadantes foram mantidos a —20 °C até a sua utilizacéo
para as analises das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) e as avalia¢des dessas substancias foram realizadas
em triplicatas, por meio da detecgdo em A_,_.nm, dos derivados
de seus produtos de oxidacdo, considerando as substancias
que reagem com o 4cido tiobarbitdrico (malondialdeido), e que
produzem uma base de Shiff de coloragdo rosa. Os
homogenizados foram precipitados com acido tricloroacético
(TCA) a 12% e agitados vigorosamente. Em seguida, foram
incubados em tampao Tris-HCI 60 mM 7,4 (0,1 mM DPTA) e
acido tiobarbitdrico (TBA) 0,73%, durante 60 minutos a 100
°C. Depois, 0 material foi resfriado durante 30 minutosa’5°C e
centrifugado (5 mina 10.000 g), e a absorvancia do croméforo
medida em 535 nm, sendo os valores expressos em nmol g .

4.  Medida da relacdo do peso pulmonar Umido e
peso pulmonar seco: realizada por meio da pesagem de uma
porcao do pulméo esquerdo (pulmao submetido a isquemia-
reperfusdo) in natura (peso Umido) e sua relagdo com a mes-
ma porgao apds secagem em estufa a 60 °C por 4 horas (peso
seco), utilizando-se uma balanca de alta precisdo, com os seus
valores expressos em gramas (g).

Para analise dos resultados utilizaram-se os seguin-
tes testes estatisticos:

1 — andlise de variancia ndo paramétrica por postos
de Kruskal-Wallis, quando se comparam possiveis diferencas
entre osgrupos (1 x2x3e1Ax2Ax3A); e

2 — quando o teste de Kruskal-Wallis apresentou
significancia estatistica, ele foi complementado pelo teste de
comparag¢des multiplas de Mann-Whitney (1x2,1x3,2x3, 1A
x2A, 1A X3A, 2A X 3A).

Quando se compararam possiveis diferencas entre
0s grupos (1 x 2x3e LA x 2A x 3A) no tempo zero, a variavel foi
usada com o seu valor absoluto.

Quando se compararam possiveis diferencas entre
0s grupos (1 x2x 3 e 1A x 2A x 3A) no tempo quarenta, prefe-
riu-se utilizar as variaveis:

A %0 — 40 = tempo zero — tempo quarenta
tempo zero

Quanto ao sinal, ele foi positivo quando significou
um aumento da variavel, e negativo quando significou uma
diminuic&o de acordo com o sentido bioldgico do fendémeno.

Em todos os casos o nivel de rejeigdo da hip6tese de
nulidade foi sempre fixado em um nivel de confianca de 95%,
ou seja, com um valor igual ou menor do que 0,05 (5%).

Quando os célculos estatisticos apresentavam
um valor significante, usou-se um asterisco (*) para
caracteriza-lo.

As médias foram calculadas apenas a titulo de infor-
magcdo e serviram para a confeccéo de gréficos.

RESULTADOS

Medida da pressdo arterial média
Ocorreu diminuigdo significante da PAM do tempo
zero para 0 tempo quarenta minutos no grupo submetido a
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isquemia-reperfusdo com oxigénio a 100% sem alopurinol
guando comparado ao grupo controle sem alopurinol (3 x 1).

Ocorreu diminuicdo significante do tempo zero para
0 tempo quarenta minutos da PAM nos grupos sem alopurinol,
guando comparados aos grupos com alopurinol (2 x 2A e 3 x
3A) (Gréfico 1).

Medida da relagéo PO,/FiO,

Ocorreu diminuicdo significante da relagdo PO,/FiO,
do tempo zero para 0 tempo quarenta minutos no grupo sub-
metido a isquemia-reperfusdo ventilado com oxigénio a 100%
sem alopurinol, quando comparado ao grupo submetido a
isquemia-reperfusdo ventilado com oxigénio a 21% sem
alopurinol (3 x 2).

Ocorreu diminuicdo significante do tempo zero para
0 tempo quarenta minutos da relagdo PO,/FiO, no grupo sub-
metido a isquemia-reperfusdo ventilado com oxigénio a 100%
sem alopurinol quando comparado ao grupo submetido a
isquemia-reperfusdo ventilado com oxigénio a 100% com
alopurinol (3x 3A).

Nao ocorreu diminuigdo significante da relagéo PO,/
FiO, do tempo zero para o tempo quarenta minutos nos gru-
pos submetidos a isquemia-reperfusdo com alopurinol (2A,
3A) (Gréfico 2).

20

Grapo 1A
0 . . Grgn 34

Grupo 1

+ Grupo 3
-20

*p < 0,05

Gréafico 1 — Distribuicdo dos valores médios da PAM segundo os
grupos.

Grupo 1

20

30

40

D

-50

—e— Sem alopurinol —i— Com alopurinol
*p < 0,05

Gréfico 2 — Distribuicdo dos valores médios da relagdo entre PO2 e
FIO2 segundo o0s grupos.
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Dosagem das TBARS

N&o ocorreu diferenca significante das TBARS nos
pulmdes dos grupos submetidos a isquemia-reperfusdo sem
alopurinol (2 e 3).

Ocorreu uma diminuig8o significante das TBARS nos
pulmdes do grupo submetido a isquemia-reperfusdo ventila-
do com oxigénio a 100% com alopurinol, quando comparado
aos pulmdes do grupo submetido a isquemia-reperfusdo ven-
tilado com oxigénio a 100% sem alopurinol (3A x 3).

Né&o ocorreu diferenga significante das TBARS nos
pulmd&es dos grupos submetidos a isquemia-reperfusdo com
alopurinol (2A e 3A) (Grafico 3).

Relac¢éo peso pulmonar imido/seco

Ocorreu aumento significante na relagdo peso pul-
monar Umido/seco nos pulmdes do grupo submetido a
isquemia-reperfusdo ventilado com oxigénio a 100% sem
alopurinol, quando comparado aos pulmdes do grupo subme-
tido a isquemia-reperfusao ventilado com oxigénio a 21% sem
alopurinol (3x 2).

Ocorreu aumento significante na relacdo peso pul-
monar Umido/seco nos pulmdes dos grupos submetidos a
isquemia-reperfusdo sem alopurinol, quando comparados aos
pulmdes dos grupos submetidos a isquemia-reperfusdo com
alopurinol (2x2A e 3x 3A) (Grafico 4).

DISCUSSAO

A faléncia primaria do enxerto no pos-operatério ime-
diato do transplante pulmonar, responséavel por uma alta mor-
talidade precoce, deve-se, principalmente, a alteragdes meta-
bolicas conseqiientes da lesdo de isquemia-reperfusdo®®. A
partir da retirada do 6rgdo, durante o periodo de preservacédo
pulmonar, inicia-se 0 processo da isquemia. Com isso ocorre a
interrupcao no suprimento de oxigénio e nutrientes que impe-
dem a fosforilacdo oxidativa da glicose na mitocondria. Inicia-
se 0 metabolismo anaerébio, incapaz de gerar energia sufici-
ente para a manutencao da funcdo celular. A queda da energia
manifesta-se com déficit de trifosfato de adenosina e quebra
do gradiente ibnico da membrana celular, o que leva a um
acumulo de sddio e calcio no meio intracelular. Com isso ocor-
re um aumento da difusdo de 4gua para o meio intracelular,
provocando edema e desintegragéo das organelas com libera-
¢ao de enzimas que podem levar a morte celular®,

Do mesmo modo, a degradacdo dos estoques de
trifosfato de adenosina leva a um aumento da hipoxantina
intracelular. Paralelamente, durante a isquemia, ocorre um au-
mento do célcio citosdlico, que ira catalisar a conversdo da
enzima xantina-desidrogenase em xantina-oxidase na célula.
Com a reperfuséo tecidual, ocorre a reintroducédo do oxigénio
molecular, que ird reagir com a hipoxantina, por acdo da xantina-
oxidase, e levara a liberacdo de substancias chamadas de es-
pécies reativas de oxigénio (EROs), consideradas as princi-
pais responsaveis pela lesdo celular?. As EROs diretamente
envolvidas na lesdo de isquemia-reperfusdo sdo o anion
superoxido, o perdxido de hidrogénio e o radical hidroxilaZ.
Quando a liberacdo de EROs ultrapassa as defesas enddgenas,
ocorre 0 estresse oxidativo, que propiciara a interacdo destas
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Grupo3A

=== Sem alopurino| === Com alopurinol
*p < 0,05

Grafico 3 - Distribuicdo dos valores médios das TBARS segundo os
grupos.
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Grafico 4 — Distribui¢do dos valores médios da relagdo do peso pul-
monar Umido e do peso pulmonar seco segundo 0s grupos.

com os fosfolipides da membrana celular. Ocorre uma reacdo
em cadeia, chamada de peroxidagdo lipidica, que € responsa-
vel pela disfuncéo e destruicdo da membrana celular o que
podera culminar com a morte da célula”?. Essa reagcdo com 0s
fosfolipidios da membrana celular e das organelas forma
reagentes, oxidantes instaveis, mediadores inflamatérios e
produtos téxicos, que possuem uma meia-vida mais longa do
que a das EROs, tendo a capacidade de se propagar a distan-
cia, e de exercer efeitos lesivos?.

Estudos experimentais sdo direcionados ao controle
do estresse oxidativo, em que se destaca o uso de antioxidantes
e agentes varredores de radicais livres para o controle da lesdo
de isquemia-reperfusdo. Entre eles, citam-se as vitaminas C e
E?, deferroxamina?®, dimetiluréia®, superoxido dismutase®,
lazar6ide®> e o alopurinol®. A atuacdo do alopurinol como
protetor tecidual da lesdo de isquemia-reperfusdo tem sido de-
monstrada experimentalmente!®202223, QO alopurinol apresenta
uma estrutura anloga a da hipoxantina, agindo como inibidor
da xantina-oxidase, o que leva a uma menor producdo do radical
superdxido, um dos iniciadores do estresse oxidativo. Além dis-
S0, 0 oxipurinol, seu maior metabolito, mostrou-se um potente
“varredor” do radical hidroxila®, que é o principal responsavel
pela peroxidacdo lipidica da membrana celular.

O estado da insuflagdo pulmonar durante o periodo
de isquemia parece ser outro fator diretamente relacionado a
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leséo de isquemia-reperfusdo pulmonar. Veith et al.2 mostra-
ram que pulmdes atelectasiados, quando comparados a pul-
mdes insuflados, durante a isquemia, apresentam pior quali-
dade do enxerto no pés-operatdrio em caes submetidos a trans-
plante pulmonar. Do mesmo modo, Fukuse et al.® observaram
que os pulmdes atelectasiados apresentam uma maior deterio-
racdo funcional quando comparados aos pulmdes
hiperinsuflados durante o periodo de isquemia. Por outro
lado, efeitos benéficos da ventilacdo durante o periodo de
isquemia quando comparados a hiperinsuflagdo estatica, tém
sido demonstrados em trabalhos experimentais. Observou-se
que a ventilagdo levou a uma reducédo do edema pulmonar® e
a manutencdo da integridade vascular>®® e do surfactante,
que esta relacionado com a integridade da membrana alvéolo-
capilar®. Em nosso meio, Cardoso® mostrou maiores niveis
de pressao arterial média sistémica e pressdo parcial de oxigé-
nio arterial e menores niveis de lactato tecidual pulmonar em
pulm@es de ratos ventilados, quando comparados aos
hiperinsuflados.

O efeito da ventilacdo como protetora da lesdo de
isquemia-reperfusdo tem sido demonstrado independentemen-
te da fracdo inspirada de oxigénio; porém, quando essa é leva-
da em consideragdo,os dados sdo controversos. Koyama et
al.* observaram menor edema pulmonar em pulmdes ventila-
dos com nitrogénio quando comparados aqueles ventilados
com oxigénio a 21% e 100%. Badellino et al.” mostraram dimi-
nuicdo da lesdo de isquemia-reperfusdo em pulmdes ventila-
dos com oxigénio a 21%. Hamvas et al.'! verificaram melhor
fungdo pulmonar em pulm&es ventilados com oxigénio a 40%
em cées. Esses achados diferem das consideragfes de
Hennington et al.*, que verificaram uma melhor funcéo pul-
monar pds-isquemia-reperfusdo com a ventilagdo com oxigé-
nio a 100%, quando comparada a com oxigénio a 21%.

O modelo experimental de isquemia—reperfusdo utili-
zado neste estudo segue o padrao desenvolvido por Eppinger
etal® e Cardoso®.Em relacéo a isquemia, levou-se em consi-
deracdo o estudo de De Leyn et al.° que demonstraram que 0
tempo de isquemia normotérmica de 15 minutos resultou numa
diminuicdo dos niveis de ATP em pulmdes de coelhos, e 0
estudo de McCord’, que referiu que a conversdo da xantina-
desidrogenase em xantina-oxidase em pulmdes de ratos re-
quer aproximadamente 30 minutos de isquemia. Do mesmo
modo, Al-Mehdl et al.** observaram peroxidacéo lipidica ja
com 30 minutos de isquemia em ratos.

Em relacdo a reperfusdo, Mills et al.*2 demonstraram
alteragdes estruturais do endotélio vascular com perda de
continuidade entre as células com cinco minutos de reperfusao
em caes. Pierre et al.®® estudaram pulmdes de ratos em isquemia
normotérmica e relataram manifestacdes de lesdo de isquemia-
reperfusdo apds dez minutos de reintroducéo do fluxo sangui-
neo. Halldorsson et al.* verificaram atenuagdo das manifesta-
¢des da lesdo de isquemia-reperfusdo apés cinco a dez minu-
tos de reperfusdo, com o controle da pressdo de reperfusdo
pulmonar, o que sugere que a lesdo de reperfusao inicia-se
neste periodo.

O alopurinol foi usado com antioxidante exdgeno,
pois se considerou a xantina-oxidase tecidual a maior fonte de
liberagdo de espécies reativas de oxigénio no pés-reperfusao
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imediato®’. Além disso, o animal estudado apresenta altas
concentracfes de xantina-oxidase tecidual no brénquio e al-
véolos®, o que facilita a observagdo do fenémeno.

O alopurinol foi utilizado em baixas doses no intuito
de promover uma inibicao parcial da produgdo de espécies
reativas de oxigénio, para que se pudesse avaliar um eventual
efeito associado das diferentes frages inspiradas de oxigé-
nio, além de servir como grupo-controle positivo.

Amedida da presséo arterial média (PAM) foi realiza-
da a fim de se avaliarem efeitos sistémicos da isquemia-
reperfusdo pulmonar. Isso porque a lesdo de isquemia-
reperfusdo promove a liberacdo de substancias vasoativas
como 0s metabdlitos do acido araquiddnico, produtos do com-
plemento e outros produtos tdxicos que sao lancados na cir-
culacdo sanguinea apos a reperfusdo. Essas substancias de-
terminam diminuicdo da resisténcia vascular periférica e, por
conseqliéncia, diminuicdo da PAM®,

Os resultados do experimento ndo mostraram dife-
renga significante das medidas da PAM entre 0s grupos no
tempo zero, 0 que sugere uma homogeneizacdo dos grupos
até esse momento. Ocorreu uma diminuicao da PAM nos gru-
pos submetidos a isquemia-reperfusdo, sendo esta diminui-
c¢do significante no grupo ventilado com alta fracdo inspirada
de oxigénio (oxigénio a 100%). Este achado esta de acordo
com Haniuda et al.*, que verificaram que a ventilacdo com
altas fracdes inspiradas de oxigénio durante a isquemia-
reperfusdo pulmonar apresentou uma maior peroxidacao
lipidica. Essa observacdo sugere uma maior formacéo de es-
pécies reativas de oxigénio, maior dano tecidual e maior libera-
¢do de substancias vasoativas.

O uso do alopurinol nos grupos submetidos a
isquemia-reperfusdo proporcionou uma menor diminuigéo da
PAM, de modo significante, quando comparados aos grupos
sem alopurinol. Assim, o alopurinol provavelmente preveniu a
liberacdo de EROs nos grupos submetidos a isquemia-
reperfusdo, bem como atenuou o efeito nocivo da alta fragdo
inspirada de oxigénio associada a ventilacdo.

Outro pardmetro da avaliacao foi a pressdo parcial de
oxigénio, que é um dos principais indicadores da funcéo pul-
monar pés-transplante e que demonstra a integridade da mem-
brana alvéolo-capilart“74, Desse modo, a presséo parcial de
oxigénio reflete de forma global as alterac6es decorrentes da
lesdo de isquemia-reperfusdo, no que se refere a fungao pri-
mordial do pulmao, que é a troca gasosa.

No presente estudo, optou-se pela analise da relacdo
PO,/FiO,, a fim de obter-se uma melhor comparagdo entre os
grupos ventilados com diferentes fracBes inspiradas de oxi-
génio. Os resultados do estudo mostraram que ndo houve
diferenca significante na relacdo entre PO, e FiO, entre o gru-
po submetido a isquemia-reperfusdo com oxigénio a 21%
(Fi0,=0,21) e o grupo-controle. Isso sugere o beneficio da
ventilacdo pulmonar com baixa fracéo inspirada de oxigénio,
provavelmente devido a manutencdo da integridade da mem-
brana alveolo-capilar, cujas células necessitam de niveis de
ATP préximos ao ideal para a manutencédo do gradiente idnico
da membrana citoplasmatica®.

Por outro lado, observou-se nos animais submetidos
aisquemia-reperfusao que ocorreu uma diminuicdo significante
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da relagéo PO,/FiO,no grupo ventilado com oxigénio a 100%
(Fi0,=1,00), quando comparado ao grupo ventilado com oxi-
génioa21% (FiO,=0,21). Esse achado corrobora com Koyama
etal.*® e com Haniuda et al.*, que sugeriram que altas fraces
inspiradas de oxigénio levam a uma maior liberacéo de espéci-
es reativas de oxigénio com maior dano celular, piorando a
funcéo do enxerto.

O uso do alopurinol fez desaparecer a diferenca
significante observada entre os pulmdes ventilados com alta
e baixa fracOes inspiradas de oxigénio. 1sso sugere que essa
diferenca é consequente da grande liberacdo de EROs, sendo
parcialmente equilibrada pelo uso do antioxidante. O mesmo
foi demonstrado por Zhao et al.*®, que também observaram a
acao protetora do alopurinol em pulmdes de ratos.

A dosagem das substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) quantifica a substancia
malondialdeido, que é o produto final da peroxidagdo lipidica
da membrana celular. E um dos métodos mais comumente uti-
lizados no estudo da lesdo de isquemia-reperfusdo
tecidual'’222%:324° O presente estudo mostrou uma tendéncia
de aumento nos valores das TBARS nos pulmdes submetidos
a isquemia-reperfusdo sem alopurinol. Esse aumento mostrou
uma relacdo direta com a elevacgdo das fracfes inspiradas de
oxigénio na ventilagdo pulmonar. Esse dado é semelhante aos
de Ayene et al.”® e Haniuda et al.*°, que em estudos experi-
mentais em pulmdes de ratos também observaram uma corre-
lacdo direta entre 0 aumento das TBARS e 0 aumento da fra-
¢do inspirada de oxigénio utilizada durante a isquemia-
reperfuséo.

Quando se compararam 0s grupos que nao utiliza-
ram alopurinol com os que o utilizaram, observou-se uma
menor liberacdo de TBARS nos grupos medicados com
alopurinol, sendo essa diferenca significante no grupo ven-
tilado com oxigénio a 100% (FiO,=1,00). O efeito protetor
do alopurinol contra a peroxidacéo lipidica também foi de-
monstrado por Nezu et al.®® em solucBes de preservacao
pulmonar.

A relacdo peso pulmonar Umido/seco reflete 0 edema
pulmonar secundario a lesdo de isquemia-reperfusdo e esta
relacionada com 0 aumento da permeabilidade capilar pulmo-
nar, devido a uma disfun¢do do endotélio, em conseqiiéncia
da diminuicdo do ATP, liberacdo de metabdlitos tdxicos do
oxigénio e mediadores inflamatorios locais, como a interleucina
1 e o fator de necrose tumoral®.

No presente estudo ocorreu um aumento significante
na relagéo do peso pulmonar imido/seco nos pulmdes venti-
lados com oxigénio a 100% (FiO,=1,00) sem alopurinol, quan-
do comparados aos pulmdes ventilados com oxigénio a 21%
(Fi0,=0,21) sem alopurinol. Esse aumento do edema pulmo-
nar, associado a ventilacdo com altas fracdes inspiradas de
oxigénio, também foi demonstrado por Fukuse et al.5%. Por
outro lado, o uso do alopurinol no pré-operatério preveniu de
maneira significante o edema pulmonar, tanto no grupo venti-
lado com oxigénio a 21% (FiO,=0,21) quanto no grupo ventila-
do com oxigénio a 100% (FiO,=1,0). Esse achado é semelhante
ao de Okuda et al.Z, que demonstraram atenuacéo da leséo de
isquemia-reperfusdo e menor edema pulmonar com o uso do
alopurinol.
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Numa analise global, verificou-se que a ventilacdo
com oxigénio a 21% promoveu menor lesdo de isquemia-
reperfusdo pulmonar do que a ventilagdo com oxigénio a 100%.
Do mesmo modo, o uso associado de um antioxidante
(alopurinol) mostrou-se capaz de prevenir parcialmente essa
lesdo, provavelmente pela menor liberacdo de espécies reativas
de oxigénio. Um dado aparentemente contraditorio foi a ob-
servacdo de melhores resultados no grupo ventilado com oxi-
génio a 100% e que utilizou o antioxidante, sugerindo que o

efeito deletério da alta concentracdo de oxigénio associada a
ventilacdo durante a isquemia-reperfusdo pulmonar deve-se
basicamente ao estresse oxidativo, parecendo que, quando
este é blogueado, o0 oxigénio em concentracdo tem algum efei-
to benéfico.

Estudos futuros podem ser direcionados a este acha-
do, bem como ao estudo da resposta inflamatéria coexistente,
também relacionada a toxicidade do oxigénio em alta concen-
tracdo.

ABSTRACT

Background: To evaluate the effects on lung ischaemia-reperfusion injury of ventilation with inspired oxygen concentrations of
0.21 and 1.00, and of allopurinol (an antioxidant). Methods: Sixty Wistar rats were randomly allocated to six groups. Group
I was the control group, while Groups Il and I11 comprised the animals ventilated during ischaemia-reperfusion with 0.21 and
1.00 FiO2, respectively. The three remaining groups IA, I1A and Il1A were pre-treated with 100 mg/kg allopurinol and
submitted to similar procedures as groups I, Il and I11 respectively. The model used was normothermic ischaemia-reperfusion
in situ. The duration of ischaemia was 30 minutes and that of reperfusion 10 minutes. Outcome measures included mean
systemic arterial pressure (MAP), the partial pressure of oxygen/inspired fraction of oxygen (PaO,/FiO,) ratio, the level of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) in the lung tissue and the lung wet/dry weight ratio. Results: There was a
significant (p<0.05) decrease in the MAP among groups 111 x I, 11 x 1A and 111 x 111A. With regard to the PaO,/FiO, there was
asignificant (p<0.05) decrease between groups 1 x I1and 111 x I1IA. The TBARS level showed a significant (p<0.05) reduction
in group Il compared to group I11A. Meanwhile, there was a significant (p<0.05) increase in the lung wet/dry weight ratio
comparing groups I x 11, I1 x 1A and I11 x [11A. Conclusions: Ventilation with 21% oxygen (FiO,=0.21), when compared to
ventilation with 100% oxygen (FiO,=1.0), resulted in a smaller decrease in MAP, an improved PaO,/FiO, ratio and less
pulmonary oedema. Compared to non-treated groups, the pre-treatement with allopurinol lead to a lower MAP decrease, an
improved PaO,/FiO, ratio, lower TBARS production and less pulmonary oedema.

Key words: Reperfusion; Oxygen free radicals; Lung; Allopurinol.
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